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Resumen
El ADN libre en sangre incrementa con algunas condiciones patológicas y ciertos estados fisiológicos. 
Varios reportes en la literatura han resaltado que el ADN libre en plasma o suero tiene potencial clínico 
como una posible herramienta para el pronóstico de cáncer en humanos. Sin embargo, hasta el momento 
no se tienen valores de referencia de individuos sanos con un tamaño de muestra representativo y tampoco 
se han descrito valores para poblaciones específicas como la bogotana. Es por ello que en el presente 
estudio se cuantificó la concentración de ADN libre en personas sanas de la población bogotana y así se 
estableció un rango normal o valor de referencia, adicionalmente se analizó la relación entre los niveles 
de ADN libre y las características como edad y género. La concentración de ADN libre en la población 
bogotana fue de 0,72 ng/µL y no se encontraron diferencias significativas entre las edades y los géneros.
Palabras clave: ADN libre, ALU, PCR tiempo-real, rango de referencia. 
Abstract 
Quantification of free DNA in blood plasma of healthy volunteers in Bogotá 
population
The free DNA in blood increases with some pathological conditions and certain physiological state. 
Several reports in the literature have highlighted that the free DNA in plasma or serum has clinical potential 
as a possible tool for the prognosis of human cancer. However, so far there are no reference values 
of healthy individuals with a representative sample size and no values have been reported for specific 
populations such as Bogota. That is why in this study we quantified the concentration of free DNA in 
healthy people of the Bogota population and thus established a normal range or reference value, the 
relationship between levels of free DNA and characteristics such as age and gender was further analyzed. 
The concentration of free DNA in the Bogota population was 0.72 ng/µL and no significant differences 
between ages and genders were found.
Keywords: ALU repeats, free DNA, real-time PCR, reference value. 
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Introducción
El ADN libre en sangre, bajo condiciones normales, 
se encuentra en muy bajas concentraciones, asociado a 
los procesos de muerte celular, que ocurre normalmente 
en el recambio celular, que a su vez se asocia entre otros 
al catabolismo aumentado de los glóbulos blancos 
en voluntarios sanos (1), lográndose cuantificar en el 
torrente sanguíneo en muestras como suero o plasma, 
además de muestras como orina, leche materna y 
saliva (2-4). El ADN libre es resistente a las RNAsas, 
debido a que éstas solo pueden degradar ADN de 
cadena sencilla (ssADN) mientras que el ADN que se 
encuentra libre en el torrente sanguíneo, generalmente 
es de doble cadena (5,6).
Las concentraciones de ADN libre en sangre 
pueden verse alteradas por distintas circunstancias, 
que en general se pueden resumir en daño a tejidos, 
inflamación, embarazo, infecciones, cáncer y 
trauma (7-9). En pacientes enfermos con cáncer la 
concentración de ADN libre disminuye en respuesta 
a quimioterapia (10) y se incrementa cuando hay una 
diseminación del tumor o metástasis (10-13).
Existe gran divergencia entre valores de referencia 
de la concentración de ADN libre en voluntarios 
sanos. Para Wu y colaboradores la concentración de 
ADN libre en individuos sanos es de 57,1 +/- 30,6 
ng/mL (14); otros muestran concentraciones de 0 
hasta 35,2 ug/mL (9); para otros autores, los valores 
normales son de 10 a 30ng/mL con una media de 13 
ng/mL (1) o de 18 ng/mL (15).
Adicionalmente, la concentración de este ADN 
aumenta en pacientes con cáncer excediendo los 100 
ng/mL hasta aproximadamente 180 ng/mL (1,16). 
En pacientes con cáncer de pulmón se han reportado 
medias de 318 ng/mL (15). Se hace necesario 
establecer los valores normales de la cuantificación 
de ADN libre en diferentes regiones de población 
colombiana, y así poder establecer una comparación 
con pacientes que padezcan alguna de las patologías 
anteriormente mencionadas, pues la divergencia en 
estos valores reportados podría llegar a ser tal que, al 
realizar dichas comparaciones, se incurra en errores 
obteniéndose valores de cuantificación equívocos que 
puedan resultar en un informe deficiente a la hora de 
hacer determinaciones de enfermedades por medio 
de esta técnica. 
Este estudio tuvo como objetivo determinar la 
concentración de ADN libre en personas sanas en la 
población bogotana, para establecer un rango normal 
o rango de referencia mediante la técnica de PCR 
en Tiempo-Real sin realizar pasos de extracción y 
purificación de ADN.
Materiales y Métodos
Recolección de muestras
Se tomaron muestras de sangre con EDTA de 
340 voluntarios sanos que asistieron a la toma de 
exámenes de rutina al laboratorio clínico del hospital 
de Engativá e IPS Dinámica. Todos los participantes 
firmaron el consentimiento informado.
Procesamiento de las muestras
Las muestras de sangre periférica se centrifugaron 
a 2500 RPM durante 10 minutos, posteriormente 
se extrajo el plasma y se volvió a centrifugar a 
7000 RPM durante 10 minutos y se almacenaron 
a -70ºC, luego las muestras se procesaron en un 
lapso no mayor a 6 horas posteriores a la toma. Se 
realizó un procesamiento estándar de digestión con 
proteinasa K (Bioline) para eliminar proteínas que 
se unen al ADN y que pueden afectar la q-PCR; 
para esto se utilizó una concentración de 5µg/mL 
de proteinasa K en un buffer que contiene 50mM 
de Tris-HCL y 2 mM de acetato de calcio, el cual se 
diluyó en 40 µL de plasma, esta mezcla fue incubada 
toda la noche a 37°C. Luego de esto, para evitar 
interferencias asociadas con procesos de separación 
adicionales, se amplificó el ADN directamente del 
plasma sanguíneo tratado con la proteinasa K.
Cuantificación de ADN en plasma
Para la cuantificación de ADN libre presente 
en plasma se utilizó el protocolo establecido por 
Umetani y colaboradores (17,18). La q-PCR se 
realizó con el kit de Sybr green (Applied Biosystem), 
amplificando la secuencia ALU 115 usando los 
primers:5`CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG
NOVA - PublicAcióN cieNtíficA eN cieNciAS biOMÉDicAS - iSSN:1794-2470 VOl.7 No. 12 JuliO - DicieMbRe De 2009: 111- 174
138
3`y 5`CCCGAGTAGCTGGGATTACA3`. La 
cuantificación absoluta se llevó a cabo con el equipo de 
q-PCR ABI 7500 Real-Time PCR System, utilizando 
una curva estándar de concentración (2.5*10-06 a 2.5 
ng) para cada reacción se calculó la concentración de 
ADN con los Ct (Ciclo Umbral) respectivos de cada 
paciente. Un control negativo (sin molde) fue usado 
en cada reacción. Se realizó la evaluación en gel de 
agarosa al 2 % para confirmar el tamaño del producto. 
Los componentes y concentraciones de cada reacción 
de ALU - q-PCR fueron los siguientes: 12,5 µL de 
Master Mix (Syber Green Applied Biosystem), 12,05 
µL de agua, 50 mM de primer forward y reverse y 
0,2 µL de molde.
Análisis estadístico
Los resultados se analizaron con el programa 
XLSTAS 2008. Al no cumplirse los supuestos de 
normalidad y homogeneidad de varianza se realizó 
estadística no paramétrica para determinar si existían 
diferencias de concentración de ADN entre mujeres 
y hombres y entre los diferentes rangos de edad 
establecidos, para la cual se definió como P < 0,05.
Resultados
Tamaño de la muestra
El cálculo de la muestra se hizo empleando un 
muestreo aleatorio simple a partir de la varianza 
obtenida de un premuestreo para los cuatro rangos 
de edad. Así, para cada rango de edad, se realizó un 
premuestreo de 20 individuos y el n poblacional 
resultante del análisis de varianza para cada rango fue 
el siguiente: Rango 1 n=100, Rango 2 n= 65, Rango 
3 n=60, y Rango 4 n= 61.
Número de muestras 
De las 340 muestras de las entidades participantes, 
190 correspondieron a Dinámica IPS y 150 al Hospital 
de Engativá. En la Tabla 1, se resumen los datos 
recolectados. Se excluyeron el 7,3 % de las muestras 
porque no se observó especificidad en la curva de 
disociación o porque los valores obtenidos estaban 
fuera de los límites establecidos en la curva estándar.
Curva estándar 
La curva estándar tuvo un coeficiente (r2) 0,982 y 
una eficiencia del 98%, el límite máximo y mínimo 
de cuantificación de ADN en plasma fue 2,5 ng 
y 0,001 pg/µL respectivamente, la linealidad se 
mantuvo desde el primer punto de la curva hasta el 
último, Figura 1. 
Concentración de ADN libre en plasma por 
PCR tiempo-real
Las concentraciones de ADN libre en plasma 
por q-PCR con lo primers ALU fue 0,72861 ± 
1,28291591 ng/µL (Media y SD) para el total de las 
340 muestras.
Niveles de ADN libre en plasma en 
mujeres y hombres
Se compararon los niveles de ADN libre en plasma 
en 160 muestras del género masculino y 180 muestras 
del género femenino. Para las mujeres se obtuvo una 
concentración promedio y desviación estándar de 
0,46464745 ± 1,14 ng/µL respectivamente y para 
los hombres 0,62225767 ± 1,75 ng/µL, Figura 2. 
Después del análisis estadístico no se encontraron 
diferencias significativas entre hombres y mujeres 
(P>0,7) (Man-Whitney)(Kruskal-Wallis).
Tabla 1. Resumen de las características socio-demográficas más relevantes. 
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Niveles de ADN libre en plasma en 
diferentes rangos de edad
De los 4 rangos de edad establecidos, se obtuvieron 
las siguientes concentraciones: los niños menores 
de 10 años tuvieron una concentración promedio 
de 0,86154482 ± 1,22926684 ng/µL, el rango de 
11 a 26 años tuvo una media de 0,61047658 ± 
0,56593443 ng/µL, las personas de 27 a 40 años 
tuvieron una media de 0,51797072 ± 0,22067375 
ng/µL y los adultos mayores de 41 años tuvieron una 
concentración media de 0,50118392 ± 0,25799191 
ng/µL, Figura 3. No se observaron diferencias 
significativas en la concentración de ADN libre en 
plasma entre los diferentes rangos de edad (p>0,05) 
(Friedman).
Adicionalmente se analizaron las concentraciones 
de ADN libre en sangre entre los diferentes estratos y 
entre los individuos que presentaron antecedentes con 
cáncer y los que no, para esto se realizaron pruebas 
no paramétricas que se ajustaron a la distribución de 
los datos. No se encontraron diferencias significativas 
entre los diferentes estratos sociales, ni entre los 
individuos con antecedentes con cáncer y los que 
no tenían (p>0,05) (Friedman)( Man-Whitney). Se 
Figura 1. A) Electroforesis en gel de agarosa al 2% confirmando el tamaño del amplificado de la curva 
estándar en la q-PCR, MM: Marcador de peso, 1: dilución 1/10, 2: 1/100, 3: 1/1000, 4: 1/10000. B) 
Regresión lineal. En el eje X está el logaritmo de la concentración de cada dilución 2.5*10-06 a 2.5 ng y 
en el eje Y los Ct de los mismos.
Figura 2. Concentración promedio y desviación estándar 
de ADN libre en plasma de 160 hombres y 180 mujeres.
Figura 3. Concentración promedio y desviación estándar 
de ADN libre en plasma de los 4 rangos de edad. 
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compararon los niveles de ADN libre en plasma de 
ambos géneros en cada uno de los rangos y como 
resultado se obtuvo que en ninguno de los rangos 
hubo diferencia significativa (p> 0,05), Figura 4.
Discusión
En este trabajo se determinó la concentración 
media de ADN libre en plasma de la población 
bogotana, con el fin de poder utilizarla como un valor 
de referencia para posteriores estudios en los que se 
deseé comparar los niveles de ADN libre en plasma 
respecto a diferentes enfermedades. Cabe resaltar 
que para dichas comparaciones es preciso seguir un 
mismo protocolo (método de separación del plasma, 
mismos primers, cuantificación directa desde el 
plasma evitando el método de extracción) para que 
sean comparables los niveles. Se pudo cuantificar el 
ADN libre en el plasma en voluntarios sanos al igual 
que lo han realizado varios autores (1, 14, 15, 17, 18), 
esto se verificó con los resultados obtenidos mediante 
la q-PCR; se evidenció con la curva de disociación 
y con un gel de agarosa al 2 % la banda o amplicon 
esperada de 115pb (ALU115). 
En otros estudios, en donde han utilizado 
pequeños grupos de personas como controles, se 
han encontrado concentraciones medias de ADN 
libre en plasma de 0,0571 +/- 0,0306 ng/µL (14); 
existen estudios que aceptan concentraciones de 0 
hasta 35,2 ng/µL (9); para otros autores, los valores 
normales son de 10 a 30ng/µL, con una media de 
0,013 ng/µL (1) o de 0,018 ng/µL (15), mientras que 
en esta investigación se encontró una concentración 
promedio de 0,72 ng/µL, la cual es superior a las 
anteriormente reportadas, esto se puede asociar a las 
diferentes técnicas utilizadas en las cuales se realiza 
extracción y purificación de ADN en donde puede 
haber una pérdida de ácidos nucléicos. 
Además, las técnicas utilizadas en algunos casos 
no son precisas, por lo que en el estudio de Steinman 
y colaboradores, donde hay un valor muy elevado 
puede ser producto de la técnica (9). Por esta razón 
no es conveniente comparar los resultados obtenidos 
en este trabajo con los ya publicados por otros 
investigadores que realizan extracción y purificación 
de ADN. Sin embargo, Umetani y colaboradores 
(17,18), cuantificaron ADN libre directamente 
del plasma y del suero, encontrando que para una 
muestra de 51 voluntarios sanos de California, 
Estados Unidos, la concentración media fue de 0.34 
ng/µL, mientras que en la población bogotana se 
obtuvo una concentración promedio de 0,729 ng/µL. 
Estas diferencias se podrán asociar a las variabilidad 
genotípica que existen entre las diferentes poblaciones, 
en este caso Estados Unidos y Colombia, sin embargo, 
también podría tener influencias importantes 
en relación a aspectos de carácter nutricional y a 
las posibles diferencias existentes en el recambio 
celular que podrían ser mayores en Bogotá debido 
a la diferencia de alturas (California está al nivel 
del mar mientras Bogotá está a 2600 metros), no 
obstante es importante tener tamaños muestréales 
más representativos para poder comparar los valores. 
Al observar las desviaciones estándar obtenidas en 
los cuatro diferentes rangos y en el total de los datos se 
pueden inferir los siguientes aspectos: en primer lugar, 
es importante resaltar que para la media global de 
0,72 la desviación estándar de 1,28 es bastante grande 
ya que sobrepasa el valor de la media, este valor tan 
alto se debe a la existencia de varios valores extremos, 
sin embargo, al analizar las medias y desviaciones 
estándar de los 4 rangos de edad se observa que 
un solo rango es el que tiene la mayoría de valores 
Figura 4. Concentración promedio y desviación estándar 
de ADN libre en plasma de hombres y mujeres de cada 
rango de edad.
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extremos y una desviación estándar por encima del 
promedio, mientras que en los tres rangos restantes 
la desviación estándar es menor. 
Al parecer los individuos menores de 10 años 
tienen un rango muy amplio de ADN libre en sangre, 
el cual se puede adjudicar a la toma de muestra que 
es mucho más difícil en niños que en adultos, por 
lo que el rompimiento de células sanguíneas en la 
toma de muestras puede aumentar notablemente la 
concentración de ADN libre (8). Adicionalmente, 
debido a la dificultad de conseguir muestras, este 
rango de edad fue el más pequeño especialmente por 
la falta de voluntad de los padres; por lo que un mayor 
número de individuos en este rango se hace necesario.
Respecto al origen del ADN libre, Lui y 
colaboradores en el 2002, estudiaron la contribución 
de las células hematopoyéticas al ADN libre en 
plasma, encontrando que estas células son una de las 
principales fuentes de ácidos nucléicos. Sabiendo que 
el número de los glóbulos rojos es mayor en hombres 
que en mujeres, en el presente trabajo se examinó si la 
concentración de ADN podría estar relacionada con 
el género (19), pero no se encontraron diferencias 
significativas. Tampoco se encontraron diferencias 
significativas entre los cuatro rangos de edad, lo que 
implica que las diferencias en glóbulos rojos y otras 
condiciones fisiológicas no afectan la liberación de 
ADN a la circulación, estos resultados concuerdan 
con los ya publicados por Zhong y colaboradores (8) 
quienes no encontraron diferencias entre los géneros 
y tan solo las mujeres mayores de 60 años mostraron 
una diferencia significativa del resto de los individuos. 
Los investigadores afirman que puede deberse al bajo 
tamaño de la muestra.
Finalmente, teniendo en cuenta el promedio y 
la desviación estándar, es posible afirmar que los 
valores de ADN libre en plasma de la población 
bogotana no sobrepasan 5 ng/µL. Esta información 
servirá para futuros estudios en los que se desee 
estudiar la contribución de algunas enfermedades a la 
liberación de ADN al sistema circulatorio, así mismo 
es importante que los futuros investigadores sigan este 
mismo protocolo para evitar la pérdida de ADN en 
pasos como la extracción. La concentración de ADN 
libre en plasma no está asociado a la edad ni al género 
y se encuentra en una concentración menor a 5 ng/
µL en la población bogotana. La q-PCR aplicada 
directamente al plasma es una técnica altamente 
reproducible, además la eliminación de los pasos de 
purificación y extracción del ADN reduce los erros 
técnicos, reactivos y costos de laboratorio.
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